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ABSTRAKT 
 Cíl této diplomové práce byl zaměřen na studium vlivu podmínek kultivace na růst 
populace termofilních bakterií Thermus aquaticus, Thermus scotoductus, Geobacillus 
thermodenitrificans a Geobacillus thermocatenulatus v médiu doporučeném Českou sbírkou 
mikroorganismů (CCM). Byla sledována změna koncentrace biomasy při kultivaci za různého 
pH média, kultivační teploty, intenzity míchání a za přídavku glukózy do média v průběhu 
kultivace v Erlenmayerových baňkách. Výsledky sloužily ke stanovení optimálních podmínek 
růstu jednotlivých mikroorganismů. Po zjištění optimálních podmínek byly provedeny 
kultivace ve fermentoru. Z naměřených hodnot absorbance a hmotnosti sušiny odebíraných 
vzorků byly sestrojeny růstové křivky.  
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 The aim of this work was focused on study of influence of cultivation conditions on growth 
of thermophilic bacteria Thermus aquaticus, Thermus scotoductus, Geobacillus 
thermodenitrificans and Geobacillus thermocatenulatus in cultivation medium recommended 
by Czech Collection of Microorganisms (CCM). The change of concentration of biomass 
during cultivation with various pH of media, cultivation temperature, agitation rate and with 
addition of glucose to medium during cultivation in Erlenmayer flasks was observed. Results 
served for determination of optimal growth conditions for each microorganism. After optimal 
growth conditions were obtained, cultivations in fermenter were performed. Growth curves 
were made from values of absorbance and dry weight of samples.  
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ÚVOD 
 Mikroorganismy jsou schopny obývat nejrůznější lokality, můžeme je nalézt v půdě, 
ve vodě i v ovzduší. Nechybí nikde, kde se nacházejí vyšší organismy a řada z nich může 
přežívat i v prostředí, jehož fyzikální nebo chemické podmínky by vedly k usmrcení jiných 
organismů. Termofilní mikroorganismy jsou skupinou extrémofilních organismů adaptovanou 
na růst v prostředí s teplotami nad 50 °C a často i mnohem vyššími. [1, 2, 3] 
 Termofilní mikroorganismy jsou mimo jiné zajímavé produkcí termostabilních enzymů. 
Tyto enzymy jsou aktivní při optimální růstové teplotě daného organismu. Mohou tak být 
použity v procesech probíhajících při zvýšené teplotě. To s sebou přináší mnoho výhod, ať už 
jde o zvýšení reakční rychlosti, snížení viskozity média, zlepšení rozpustnosti substrátů nebo 
snížení rizika kontaminace mesofilními mikroorganismy. Nejznámějším používaným 
termostabilním enzymem je Taq DNA polymeráza využívaná v procesu polymerázové 
řetězové reakce (PCR). [4, 5, 6] 
 Vzhledem ke komplexnosti biologických reakcí v živých buňkách se zdá téměř nemožné 
jednoduše a dostatečně popsat všechny tyto děje. Naštěstí souhrnný popis kinetiky 
mikrobiálního růstu, tzn. vztah mezi specifickou růstovou rychlostí (µ) mikrobiální populace 
a koncentrací substrátu (s), lze získat za použití Monodovy rovnice. Ta samozřejmě 
představuje značné zjednodušení skutečného stavu, ale v mnoha případech se její vyjádření 
osvědčila a také ji lze snadno modifikovat do tvaru, který bere v úvahu spotřebu substrátu 
buňkami a zahrnuje další efekty jako limitaci substrátem nebo inhibici produktem. [7, 8] 
 Ze znalosti podmínek nezbytných pro růst mikroorganismů můžeme určit, jak kontrolovat 
jejich růst a dosáhnout tak maximálních výtěžků (biomasy či produktu fermentace atd.), nebo 
naopak jak zabránit jejich rozvoji v potravinách a tím předejít kontaminaci patogeny 
a pozdějším alimentárním onemocněním. [7, 9, 10] 
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1. TEORETICKÁ ČÁST 
1.1. Charakteristika termofilních mikroorganismů 
 Teplota vnějšího prostředí je jedním z hlavních faktorů, které mají vliv na růst a přežívání 
mikroorganismů. Podle teploty optimální pro růst rozdělujeme mikroorganismy do tří 
hlavních skupin: 
1) psychrofilní s optimální teplotou nižší jak 20 °C 
2) mesofilní s optimální teplotou mezi 25 a 40 °C 
3) termofilní 
 Většina termofilních mikroorganismů má optimální teplotu růstu v rozsahu 50-60 °C, 
někteří zástupci i vyšší. Hypertermofilové žijí při teplotách 80-110 °C. [4, 11, 12, 13, 14]  
 Ze sledování zastoupení jednotlivých organismů v termálních prostředích s různou teplotou 
lze určit horní teplotní mez pro každý druh organismu. A obecně lze vyvodit, že: 
1) prokaryotické organismy jsou schopné žít při vyšší teplotě než eukaryota 
2) nefotosyntetizující organismy mohou žít při vyšších teplotách než fotosyntetizující 
3) strukturálně méně komplexní organismy mohou žít při vyšší teplotě než komplexnější 
organismy  
 Ovšem ne všichni zástupci skupiny jsou schopni přežívat při teplotách blížících se maximu 
pro danou skupinu. Obvykle se jedná pouze o relativně málo druhů. [13, 15, 16] 
 
Tabulka 1: Přibližná maximální teplota pro různé druhy mikroorganismů [13] 
Organismus Teplota [°C] 
Protozoa 45-50 
Eukaryotické řasy 56 
Fungi 60 
Sinice 70-73 
Bakterie > 99 
 
 Aerobní termofilové spadají do dvou různých rozmezí optimálního pH: termoacidofilové 
žijí v lokalitách s hodnotami pH 1,5-4, neutrofilní a alkalofilní organismy se vyskytují 
v prostředí s pH 5,8-8,5. Eubakteriální termoanaerobové mají optimum pro růst kolem 
neutrálního pH, s výjimkou Clostridium thermoautotrophicum, které má optimum 5,7 
a Thermoanaerobium thermosulfurigenes (dříve Clostridium thermosulfurogenes), které roste 
při pH 5,5-6,5. [14] 
 Zástupce termofilních mikroorganismů můžeme nalézt v mnoha taxonomických skupinách 
eukaryotických a prokaryotických mikroorganismů. Dosud jich bylo izolováno více než 450. 
Termofilní bakterie jsou v přírodě značně rozšířené a najdeme je např. mezi druhy 
Geobacillus (např. G. stearothermophilus), Clostridium (C. thermosaccharolyticum), 
Thermus, Thermoanaerobacter, Thermotoga, Lactobacillus (L. delbrueckii subsp. delbrueckii, 
L. delrueckii subsp. bulgaricus), mezi aktinomycety patří rody Thermoactinomyces 
a Thermomonospora. [4, 6, 12, 13] 
 Doposud bylo popsáno zhruba 70 hypertermofilních archaeí. Modelovými organismy pro 
studium jsou rody Pyrococcus a Thermotoga. Z eukaryotických organismů patří mezi 
termofily pouze několik druhů hub s teplotním optimem 45-55 °C. [5, 6, 17] 
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1.1.1. Adaptace 
 Jak mohou termofilní organismy přežívat a růst za vysokých teplot? Termofilové jsou 
adaptováni na růst v horkém prostředí svými fyziologickými a vyživovacími nároky. Jejich 
enzymy, proteiny, nukleové kyseliny a membrány jsou stabilnější než u mesofilních druhů. 
Všechny molekuly, od povrchových struktur, cytoplasmatické membrány a ribozomy až 
po enzymy metabolismu a přechodné metabolity, musí být odolné vůči denaturaci či rozkladu. 
Jejich enzymy jsou mnohem odolnější vůči teplu než je tomu u mesofilů, právě tak jako jsou 
proteiny mesofilů tepelně stabilnější než proteiny psychrofilů. [4, 6, 14, 17] 
 Hypertermofilové patří do dvou odlišných fylogenetických domén, Eubacteria a Archaea. 
Proto molekulární mechanismy adaptace včetně tepelné odolnosti mohou být značně odlišné 
v závislosti na fylogenetické pozici daného organismu a složení proteinů. Mezi faktory 
zvyšující stabilitu proteinů patří např. vyšší rigidita proteinů, iontové interakce, poměr 
nabitých aminokyselin ve srovnání s nenabitými, priorita určitých aminokyselin, 
posttranslační modifikace a další. Kromě toho mají vliv na stabilitu i menší velikost a vyšší 
kompaktnost proteinů. [4, 17, 18, 19]  
 Stabilita enzymů je výsledkem mnoha faktorů zahrnujících např. intramolekulární 
hydrofobní interakce, van der Waalsovy interakce, vodíkové vazby, disulfidické vazby, vazby 
kovů, glykosylaci a stabilizující kofaktory. Dosud nebyl zjištěn jediný faktor či jejich 
kombinace, která by mohla být univerzálně použita pro zvýšení termostability libovolného 
proteinu. [14, 18, 19, 20] 
 Termofilové jsou často adaptováni i na další extrémní podmínky prostředí mimo vysoké 
teploty, a to např. nízké či vysoké pH (termoacidofilové, termoalkalofilové) nebo vysokou 
koncentraci solí (termohalofilní, termohalotolerantní organismy). [4, 15, 16] 
1.1.2. Metabolismus 
 Studie výskytu hypertermofilů v okolí podmořských sopečných vývěr a vnitrozemských 
solfatár objasňuje roli těchto organismů v koloběhu uhlíku v těchto prostředích. Podmořské 
vývěry vzhledem ke svému umístění ve značné hloubce nepřijímají žádné sluneční světlo. 
Mají nízký obsah či úplnou absenci organických živin a jsou bohaté na H2S, Mn, H2, CO, CH4 
a další anorganické látky. Hypertermofilové tvoří část základny potravního řetězce, 
zpracovávají H2, CO2 a CO a tvoří produkty, kterými se živí živočichové osidlující sopečné 
vývěry, čímž přispívají k jedinečnému ekosystému nezávislému na Slunci. [6, 14, 17, 21] 
 S ohledem na vysoký obsah síry ve většině horkých přírodních biotopů je většina 
hypertermofilů fakultativně či obligátně chemolithotrofní. Buď redukují síru a tvoří H2S 
(anaerobové) nebo oxidují síru za produkce kyseliny sírové (aerobové). [5, 14] 
 Někteří z chemolithotrofních hypertermofilů jsou fakultativně heterotrofní. Jsou schopni 
využívat alternativního organického materiálu místo anorganických živin, pokud se nachází 
v okolním prostředí (např. z rozkládajících se buněk). Heterotrofní hypertermofilové získávají 
energii buď aerobní či jinou anaerobní respirací s použitím organického materiálu jako 
donoru elektronů nebo fermentací. Několik málo druhů je schopno využívat polysacharidy 
(škrob, pektin, glykogen, chitin). Archaeoglobus profundus je v současnosti jediným známým 
druhem schopným zužitkovat organické kyseliny. [5, 17] 
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1.1.3. Výskyt 
 Termofilové se vyskytují v prostředí s teplotou 50 °C a vyšší. V přírodě je tak možné je 
nalézt pouze v určitých vymezených oblastech, kde lze takové teploty dosáhnout. 
Nejčastějšími biotopy jsou vulkanicky a geotermálně vyhřívané oblasti, solfatáry, neutrální 
horké prameny, mělká moře a podmořské sopečné komíny. Horké prameny se nacházejí 
především na západě USA, Novém Zélandu, Islandu, Japonsku, ve Středomoří, Indonésii, 
Střední Americe a střední Africe. [14, 15, 16, 17, 21] 
 Běžně lze termofilní mikroorganismy nalézt v půdě vystavené slunečnímu záření, kde může 
v průběhu dne teplota vystoupat nad 50 °C a také v prostředí, kde došlo činností mesofilních 
mikroorganismů ke zvýšení teploty jako např. v kompostech, v chlévské mrvě, 
v uskladněném vlhkém materiálu (např. seně, obilí). Činností termofilů se teplota dále zvyšuje 
a může dojít i k samovznícení (např. u rašeliny, sena), které je výsledkem tvorby lehce 
zápalných zplodin metabolismu. [11, 12, 13, 16] 
 Termofilní bakterie příbuzné těm, které žijí v horkých pramenech, byly také izolovány 
z umělých biotopů – z horkých průmyslových prostředí, ohřívačů vody, výtoků geotermálních 
elektráren, z doutnajících hromad uhlí. [13, 15, 17, 21] 
1.2. Rod Thermus 
 Bakterie rodu Thermus jsou termofilní, gramnegativní tyčinky, které za určitých 
kultivačních podmínek tvoří vlákna. Buňky jsou nepohyblivé, netvoří spory, mohou být žlutě, 
oranžově nebo červeně zbarvené vlivem karotenoidních pigmentů. Vykazují aerobní 
heterotrofní typ metabolismu, jsou kataláza a oxidáza pozitivní. Optimální teplota pro růst je 
70-75 °C. Většina kmenů vyžaduje k růstu kvasničný extrakt. Izolovány byly z horkých 
pramenů s neutrálním až alkalickým pH, ohřívačů vody a přírodních vod vystavených 
termálnímu působení. [11, 22, 23] 
 Thermus aquaticus je obligátní aerob a byl poprvé izolován z horkých pramenů 
v Yellowstonském národním parku. Jeho teplotní optimum je 70 °C a pH 7,5-7,8. Je znám 
především jako producent termostabilní Taq DNA polymerázy (viz kapitola 1.4.1). [22, 23] 
 Thermus scotoductus je fakultativní anaerob s teplotním optimem 65 °C a pH 6,5-7,0. 
Kmen SA-01 izolovaný ze zlatých dolů v jižní Africe je schopen redukovat řadu těžkých kovů 
včetně šestimocného chromu. Chromát reduktáza je optimálně aktivní při 65 °C, pH 6,3 
a vyžaduje Ca2+ nebo Mg2+. Mezi další kovy, které je schopen redukovat, patří Mn(IV), 
Co(III), U(VI) a Fe(III). [24, 25] 
1.3. Rod Geobacillus 
 Zástupci rodu Geobacillus jsou grampozitivní tyčinky, vyskytující se jednotlivě nebo 
v krátkých řetízcích, jsou pohyblivé peritrichálními bičíky nebo nepohyblivé. Tvoří oválné 
nebo válcovité endospory, které jsou umístěné terminálně nebo subterminálně. Jsou 
chemoorganotrofní, aerobní nebo fakultativně anaerobní, na některých médiích mohou 
produkovat pigmenty. Jsou obligátně termofilní (optimální teplota pro růst je 55-65 °C), 
neutrofilní s optimem pH 6,2-7,5; růstové faktory, vitamíny, NaCl ani KCl většinou 
nevyžadují. [22, 26, 27, 28] 
 Bakterie tohoto rodu jsou v přírodě velmi rozšířené, lze je nalézt v půdě, horkých 
pramenech, pouštním písku, mořských sedimentech, kompostu. Řada z nich byla dříve řazena 
mezi termofilní zástupce rodu Bacillus. [22] 
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 Geobacillus thermodenitrificans tvoří šedobílé až béžové ploché kolonie s laločnatými 
okraji s oválnými subterminálními nebo terminálními endosporami v nezduřelém sporangiu. 
Jsou schopné růst v přítomnosti 3% NaCl, redukovat dusičnany a dusitany. Optimální pH 
pro růst je 6-8. Většina kmenů je schopna hydrolyzovat škrob a několik odbourává kasein. 
Glukóza, fruktóza, maltóza, trehalóza, manóza, laktóza, celobióza, galaktóza, xylóza, ribóza 
a arabinóza slouží jako zdroje uhlíku. Mrtvá biomasa je schopna sorbovat Fe3+, Cr3+, Co2+, 
Cu2+, Zn2+, Cd2+, Ag+, Pb2+. Kromě biosorpcí lze využít G. thermodenitrificans k zužitkování 
různých vedlejších zemědělských produktů jako řízků cukrové řepy, pšeničných otrub, 
vylisované cukrové třtiny atd. [26, 27, 29] 
 Geobacillus thermocatenulatus tvoří nažloutlé, kulaté a vypouklé kolonie. Je schopen růst 
anaerobně v přítomnosti dusičnanů. Utilizuje maltózu, manózu a množství uhlovodíků (C10-
C16) jako zdroj uhlíku a energie. G. thermocatenulatus lze využít k biosorpci Cd2+ při čištění 
odpadních vod. [27, 28, 30] 
1.4. Termostabilní enzymy 
 Enzymy termofilních organismů jsou stabilní a aktivní při teplotách, které jsou blízké nebo 
vyšší než optimum pro růst daného produkčního organismu. Jsou také neobvykle odolné vůči 
organickým rozpouštědlům, detergentům, proteolytickým činidlům a extrémnímu pH. [4, 5, 
14, 20] 
 Použití termostabilních enzymů v průmyslu a biotechnologiích s sebou přináší mnoho 
výhod. Procesy prováděné při vyšší teplotě mají za následek zvýšení reakční rychlosti, 
zlepšení rozpustnosti substrátů a produktů, zrychlení difuse, snížení viskozity a snížení rizika 
kontaminace mesofilními mikroorganismy a jejich možný pozdější negativní vliv na výrobní 
zařízení, výtěžek produktu a jeho kvalitu. [5, 6, 20]  
 Tyto enzymy také slouží jako modely pro studium termostability a termoaktivity, čehož se 
využívá v proteinovém inženýrství. Velkou výhodou termostabilních enzymů je jejich snadná 
purifikace. Po rekombinantní produkci v mesofilních hostitelích lze pouhým zahřátím 
buněčného extraktu odstranit více než 90 % termolabilních proteinů hostitelské buňky. [5, 6, 
20] 
 Navzdory mnoha výhodám termostabilních enzymů se stále ve velkém měřítku používá 
pouze termostabilní DNA polymeráza pro polymerázovou řetězovou reakci (PCR). [5, 6] 
1.4.1. Termostabilní DNA polymeráza (EC 2.7.7.7) 
 Objev termostabilní Taq DNA polymerázy z Thermus aquaticus měl značný vliv na rozvoj 
vědy a diagnostických technik. PCR je používána např. pro sekvenování genomu a reverzní 
genetiku. [4, 12, 20]  
 Rozmach PCR vedl k obrovskému pokroku v genetickém inženýrství. Rozšíření této 
metody bylo možné dostupností termostabilních DNA polymeráz. V 80. letech se používaly 
DNA polymerázy izolované z Escherichia coli, které však při vyšších teplotách ztrácely 
aktivitu. Po každém kroku denaturace a hybridizace bylo proto nutné přidávat nový enzym, 
čímž se celý proces stával časově i finančně náročným. [4, 20] 
 DNA polymeráza katalyzuje v přítomnosti Mg2+ připojení deoxyribonukleosidu-5‘-
trifosfátu na narůstající 3‘-OH konec vlákna primeru za tvorby komplementárních párů bází 
s druhým vláknem DNA. [4] 
 První charakterizovanou termostabilní DNA polymerázou I byla Taq polymeráza 
z Thermus aquaticus. Vzhledem k absenci 3‘-5‘-exonukleázové aktivity není tento enzym 
16 
schopen odstraňovat nesprávně vložené báze a v důsledku toho je přesnost inzercí nízká. Pro 
snížení chyb amplifikace v PCR produktech je nezbytné používat DNA polymerázy 
s vysokou přesností. [4, 5, 20] 
 Několik termostabilních DNA polymeráz s 3‘-5‘-exonukleázovou aktivitou bylo popsáno. 
Polymerázy z rodů Pyrococcus nebo Thermococcus se schopností kontrolního čtení se běžně 
používají. Polymerázy Pwo pol z P. woesei, Pfu pol z P. furiosus, Deep Vent™ pol z kmene 
Pyrococcus GB-D nebo Vent™ pol z T. litoralis mají rychlost inzerce nesprávné báze více 
jak desetkrát nižší než Taq polymeráza. Nicméně Taq polymeráza nebyla těmito enzymy 
nahrazena mimo jiné kvůli jejich nízké rychlosti elongace. [4, 5] 
1.5. Kinetika mikrobiálního růstu  
 Růst je definován jako nárůst množství buněčné hmoty, provázený syntézou 
biomakromolekul. Výsledkem růstu při absenci dělení buňky je zvětšení velikosti a hmotnosti 
buňky. U většiny mikroorganismů následuje asexuální rozmnožování (tzn. buněčné dělení) – 
obvykle binárním dělením, pučením nebo mnohonásobným dělením. U některých druhů může 
být růst pokračovat diferenciací (tj. tvorbou dormantních buněk – např. endospor). [1, 3, 5, 9] 
 Růst a množení bakteriální kultury můžeme sledovat buď jako koncentraci biomasy (nebo 
některé její komponenty) nebo jako koncentraci buněk. Koncentrace biomasy je veličina 
měnící se spojitě v čase a popisuje především růst bakteriální populace. Lze ji vyjádřit přímo 
např. koncentrací suché hmotnosti biomasy, koncentrací bílkovin nebo dusíku biomasy nebo 
koncentrací jiné charakteristické části biomasy. Pro stanovení koncentrace biomasy lze také 
použít nepřímého stanovení metabolické aktivity buněk. U aerobních mikroorganismů se 
stanovuje spotřeba kyslíku, protože její rychlost je úměrná koncentraci biomasy. 
U anaerobních mikroorganismů lze sledovat produkci CO2 nebo nějakého produktu 
fermentace (např. kyseliny mléčné). Koncentrace buněk popisuje dělení a množení bakterií 
a mění se v čase nespojitě, protože může nabývat pouze celočíselných hodnot. [7, 13, 31, 32] 
 Pokud se buňky dělí binárním dělením, z každé buňky vzniká geometrickou řadou 2, 4, 8, 
16, 32… buněk po 1, 2, 3, 4, 5… generacích. Počet buněk (N) získaný z jedné buňky 
po n generacích je dán vztahem: [1, 2, 3, 33] 
 
nN 2=  (1) 
 
 Po n generacích je celkový počet buněk získaných z počáteční buněčné populace N0 
definován: [1, 2, 7, 34] 
  
nNN 20=  (2) 
 
 Doba zdvojení (T) potřebná ke zdvojnásobení počtu buněk je konstantní a nezávisí na počtu 
buněk. [7, 13, 35, 36]  
  
nTt =
 (3) 
 
 Časovou závislost počtu bakterií na čase dostaneme po dosazení počtu generací n z rovnice 
(2) do rovnice (3): [7, 34] 
  
t
TNN
1
0 2=  (4) 
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 Reciprokou hodnotu doby zdvojení označíme c. Je to rychlost množení a udává počet 
generací za časovou jednotku. Rychlost s jakou se bakteriální buňky dělí, je ovlivněna 
několika faktory, mezi které patří např. koncentrace živin, teplota, stupeň aerace. Po dosazení 
dostaneme základní rovnici růstu a množení bakterií: [9, 13, 33, 34, 36] 
 
ctNN 20=  (5) 
 
 Počet bakterií N v rostoucí kultuře je exponenciální funkcí času. Základem exponenciální 
fáze růstu je číslo 2, protože bakterie se množí geometrickou řadou s kvocientem 2. [7, 13] 
1.5.1. Růstová křivka 
 Při batch kultivaci bakterií v tekutém homogenním médiu dochází v závislosti na čase 
k nárůstu množství biomasy. Postupně se vyčerpávají živiny a v prostředí se hromadí 
zplodiny metabolismu, což vede k inhibici rozmnožování, postupnému zpomalení růstu až 
jeho zastavení. [11, 12, 35, 37] 
 Pokud graficky vyneseme závislost koncentrace buněk (resp. biomasy) na čase, získáme 
funkční závislost zvanou růstová křivka. Obvykle má tvar znázorněný na Obr. 1 a prochází 
několika charakteristickými fázemi. [2, 11, 35, 38] 
 Růstové křivky různých bakterií mají určité společné obecně platné rysy. Růstová křivka 
má esovitý tvar a můžeme v ní rozlišit 4 hlavní stadia růstu a množení – lag-fázi, fázi 
exponenciálního růstu, stacionární fázi a fázi odumírání mikroorganismů. Přechod mezi 
jednotlivými fázemi neprobíhá skokem, a proto jsou mezi jednotlivými hlavními fázemi fáze 
přechodové. [10, 36, 38, 39] 
 
 
 
 
Obr. 1: Bakteriální růstová křivka [40] 
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1.5.2. Lag-fáze 
 První úsek růstové křivky je lag-fáze neboli fáze zdržení. Nastává po přenesení bakterií 
do nového kultivačního média. Buňky se nerozmnožují, jejich počet se může snižovat 
odumíráním starších nebo méně životaschopných buněk. Přežívající bakterie se fyziologicky 
adaptují na nové prostředí, zvětšuje se jejich objem a syntetizují se indukovatelné enzymy 
nutné pro využití substrátů v médiu. [2, 3, 9, 39]  
 Délka lag-fáze závisí na druhu mikroorganismu, fyziologickém stavu buněk, velikosti 
inokula a na složení nového růstového média. Dlouhá lag-fáze se může objevit, např. pokud 
se zdroj uhlíku v novém médiu liší od původního. Pokud živiny v růstovém prostředí 
vyhovují jen malému podílu inokula (pouze určitému typu mutantů), trvá lag-fáze mimořádně 
dlouho, protože dochází k selekci těchto mutantů a odumírání ostatních buněk inokula. Lag-
fáze nenastane, pokud naočkujeme kulturu v exponenciální fázi růstu do čerstvého média, 
jehož složení je stejné jako médium původní. [10, 13, 31, 37, 38] 
 Lag-fázi lze definovat jako časový interval mezi experimentální přímkou při kultivaci 
konkrétní kultury ve stanoveném médiu a přímkou hypotetickou, s ní rovnoběžnou, 
znázorňující situaci, kdyby lag-fáze nenastala (Obr. 2). Tato hodnota Tl = tb – t0 se nazývá čas 
lagu a má rozměr času. Je to vzdálenost mezi časem reálným (t2) a časem hypotetickým (t1) 
pro totéž množství buněk (x2). Zpravidla se stanoví graficky z růstové křivky, ale lze jej 
vypočítat ze znalosti rychlosti množení c. [7, 10, 11, 31] 
 
 
 
Obr. 2: Grafické znázornění lag-fáze. Křivka 1 je reálná růstová křivka zahrnující lag-fázi, 
křivka 2 je totožná růstová křivka bez lag-fáze. [7] 
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 12l ttT −=  (6) 
 
Z Obr. 2 lze vyvodit: [7, 13] 
 
1
0222 loglog
t
xx
c
−
=
 (7) 
 
a z toho odvodit rovnici pro t1: 
 
c
xx
t 02221
loglog −
=  (8) 
 
Po dosazení do rovnice (6) dostáváme: [7] 
 
c
xx
T 02222
loglog
tl −−=  (9)  
 
 Známe-li tedy c, stačí zvolit v oblasti exponenciálního růstu vhodné reálné t2 a k němu 
příslušné reálné x2 a pomocí vztahu (9) a znalosti x0 můžeme vypočítat Tl. Čas lagu vychází 
jinak dlouhý, pokud určujeme růstovou křivku pomocí koncentrace biomasy nebo 
koncentrace buněk. V druhém případě je čas lagu delší. [7] 
 Čas lagu ovšem není ideálním měřítkem velikosti lag-fáze. Lag-fáze je vyjádřením 
fyziologické vzdálenosti naočkovaných buněk od ustáleného stavu příslušející 
exponenciálnímu růstu v daném novém prostředí a platí, že čím je tato vzdálenost větší, tím 
déle lag-fáze trvá. Ovšem velký vliv na časové trvání lag-fáze má rychlost průběhu 
buněčného procesu, který tuto vzdálenost překonává. Fyziologickou mírou doby trvání lag-
fáze je růstový lag L. Určíme ho pomocí doby zdvojení, generační doby nebo také růstové 
rychlostní konstanty. Stanovíme, kolika dobám zdvojení odpovídá lag-fáze: [7, 11] 
 cT
T
TL ⋅== ll ,  (10) 
 
kde T je doba zdvojení, kterou lze vypočítat dle: 
 
c
T 1=  (11) 
 
Dosazením rovnice (6) do rovnice (10) dostaneme: 
 cttcTL )(l 12 −=⋅=  (12) 
 
pro c platí podle Obr. 2: 
 
12
1222 loglog
tt
xx
c
−
−
=  (13) 
 
Dosazením rovnice (13) do rovnice (12) dostaneme: [7] 
 1222 loglog xxL −=  (14)  
 
 Růstový lag se odečítá na svislé ose grafického znázornění růstové křivky 
v semilogaritmickém tvaru (viz kapitola 1.5.6, Obr. 4) jako rozdíl logaritmů o základu 2 
koncentrace bakterií v daném časovém okamžiku. Jeho rozměrem je počet generací a udává 
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tedy počet generací, které se neuskutečnily z důvodu existence lag-fáze. Růstový lag lze 
vypočítat i ze znalosti rychlosti množení c: [7] 
 22022 loglog xxctL −+=   (15)  
 
 Po lag-fázi následuje fáze zrychlujícího se růstu, kdy dochází k dokončení adaptace 
a mikroorganismy se postupně začínají dělit. Poté nastává exponenciální fáze růstu. [12, 35, 
37, 40] 
1.5.3. Exponenciální fáze 
 Jakmile se buňky přizpůsobí novému prostředí, začínají se velmi rychle rozmnožovat. 
Během exponenciální fáze růstu je koncentrace živých buněk exponenciální funkcí času. 
Počet buněk narůstá geometrickou řadou, rychlost dělení je konstantní a maximální 
a generační doba nejkratší, úmrtnost je zanedbatelná. V této fázi jsou mikroorganismy 
v nejlepším fyziologickém stavu a v kultuře se nachází nejvyšší procento živých buněk. [3, 7, 
32, 39] 
 Rovnice (5) udává funkční závislost koncentrace buněk nebo koncentrace biomasy na čase. 
Rychlost růstu a množení je první derivací funkce (5) podle času: [7] 
 
cx
dt
dx ct )2ln2( 0=
 (16)  
 
Podle rovnice (5) a pokud: 
 
µ=2lnc
, (17) 
 
můžeme psát: [7, 10, 31, 40] 
 
x
dt
dx µ=
 (18)  
 
 Tato diferenciální rovnice udává okamžitou rychlost růstu a množení bakteriální populace 
přímo úměrnou dané okamžité koncentraci bakterií x. Konstantou přímé úměrnosti je 
specifická růstová rychlost (µ , viz kapitola 1.5.7), která má rozměr reciprokého času. Je to 
růstová rychlost přepočtená na jednotku biomasy a dána vztahem: [7, 10, 35, 37] 
 
xdt
dx 1
⋅=µ
 (19) 
 
 Přechod mezi exponenciální fází a fází stacionární tvoří fáze zpomaleného růstu. Nastává 
buď vlivem vyčerpání nezbytných živin v médiu, nebo hromaděním toxických zplodin 
metabolismu. Mikroorganismy se přestávají množit, začínají více odumírat a celkový růst se 
zpomaluje. [9, 32, 37, 39] 
1.5.3.1. Lineární růst 
 V ojedinělých případech dochází k lineárnímu růstu, kdy množství biomasy není 
exponenciální funkcí času, ale lineární: [7, 13] 
 
0xktx +=
     (20)  
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 Je to nenormální a nefyziologický stav a takový růst trvá jen určitou omezenou dobu. 
Nastává např. při růstu bakterií v přítomnosti analogu aminokyseliny, který je inkorporován 
do vznikající biomasy na místě příslušné aminokyseliny. Vzniklá biomasa je v důsledku toho 
enzymaticky inaktivní. Koncentrace enzymaticky aktivní biomasy je konstantní v čase 
a výsledkem je lineární růst. [7] 
 Lineární růst nastává také v situaci, kdy bakterie vyžaduje některý z růstových faktorů, 
který má při růstu katalytickou funkci (např. vitamín) a který je z média vyčerpán. Růst je 
poté přímo úměrný celkové koncentraci katalyzátoru v biomase. [7] 
 K lineárnímu růstu může dojít i v případě limitace kyslíkem u aerobní kultury nedostatečně 
vzdušněné. Rychlost růstu je poté dána rychlostí difuze kyslíku ze vzduchu do média, která je 
konstantní, a proto je růst lineární funkcí času. [13] 
1.5.4. Stacionární fáze 
 Úsek růstové křivky, v kterém je koncentrace buněk či biomasy po dlouhou dobu 
konstantní. Kultura se nachází v ustáleném stavu dynamické rovnováhy mezi úbytkem 
a přírůstkem počtu buněk. Sporulující mikroorganismy v této fázi tvoří spory, aktivuje se 
sekundární metabolismus. [2, 7, 32, 37, 39] 
 K přechodu kultury do stacionární fáze dochází z několika důvodů. Mezi faktory 
způsobující snížení růstové rychlosti patří vyčerpání limitující živiny, nahromadění toxických 
zplodin metabolismu (např. alkoholy, organické kyseliny), spotřebování kyslíku nebo změna 
pH. [2, 13, 31, 32] 
 Pokud je přechod z exponenciální fáze do stacionární způsoben vyčerpáním jedné limitující 
živiny, nastává náhle a to kvůli malé hodnotě saturační konstanty Ks. Je-li přechod pozvolný, 
znamená to, že příčiny přechodu do stacionární fáze jsou komplexnější. [7]  
 Fyziologie buněk ve stacionární fázi vykazuje také speciální rysy, které jsou závislé 
na příčině, která vedla k přechodu do stacionární fáze. Jinak se chová buňka postrádající dusík 
v nadbytku zdroje uhlíku a energie, jinak buňka postrádající zdroj uhlíku a energie v nadbytku 
ostatních živin atd. Obecně po vyčerpání jedné z živin dochází nejdříve k nevyváženému 
růstu, poté k jeho zastavení a následně úhynu. [7] 
1.5.5. Fáze odumírání buněk 
 Po stacionární fázi nastává fáze postupného odumírání buněk. Mikroorganismy se sice ještě 
rozmnožují, ale postupně začíná převažovat jejich úhyn. Odumírání nastává kvůli vyčerpání 
rezervní buněčné energie a/nebo akumulaci metabolického odpadu. [2, 11, 32, 37]  
 Odumírání buněk přitom buď je, nebo není spojeno s autolýzou. Rychlost úbytku živých 
bakterií i rychlost autolýzy všech (živých i mrtvých) bakterií je různá v závislosti na druhu 
bakterie a podmínkách. Fáze odumírání buněk má exponenciální průběh a pokračuje, dokud 
se populace nezredukuje na malou frakci buněk nacházející se v předchozí fázi nebo dokud 
populace úplně neuhyne. [2, 7, 31, 34] 
 Kinetika úhynu bakterií vykazuje obecně platná pravidla nezávisle na faktoru způsobujícím 
úhyn (UV záření, zvýšená teplota aj.) a v principu platí i pro kulturu nacházející se ve fázi 
odumírání, i když na ni záměrně nijak nepůsobíme. Bakterií ubývá s časem, resp. s dávkou 
zabíjejícího činitele exponenciálně. Rychlost úbytku bakterií je přímo úměrná množství 
bakterií: [7, 10] 
 
x
dt
dx
dµ−=
, (21) 
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kde x je koncentrace bakterií, t je čas a µd je měrná rychlost odumírání buněk. Integrací 
rovnice (21) dostaneme závislost x na čase: 
 0d lnln xtx +−= µ   (22) 
 
po matematické úpravě získáme: 
 t
x
x
d
0
ln µ−=  (23) 
 
a po odlogaritmování: 
 
tdexx
µ−
= 0 ,  (24) 
 
která lze přepsat do tvaru: [7, 41] 
 
tde
x
x µ−
=
0
 (25) 
 
 Rovnice (22) a (23) jsou rovnice přímky. Vynášíme-li lnx nebo ln(x/x0) jako funkci času, 
získáme přímku, jejíž směrnicí je rychlostní konstanta µd (Obr. 3). Konstanta µd je mírou 
rychlosti hynutí buněk: čím je větší, tím jsou při konstantních podmínkách a různých druzích 
bakterií určité bakterie citlivější a při daném druhu bakterie je určitý zabíjející faktor 
účinnější. Konstanta µd má rozměr reciprokého času, její fyziologický význam vyplývá 
z definice: 
 
xdt
dx 1
d ⋅−=µ  (26) 
 
 Je to rychlost úhynu počtu buněk přepočtená na 1 buňku, tzv. specifická rychlost hynutí. 
Kvůli tomuto průběhu odumírání (kinetika reakce prvního řádu) je za daných podmínek 
a danou dobu pravděpodobnost přežití jedné bakterie konstantní. [7] 
 Křivka přežití velmi často nemá tvar přímky, ale je to křivka, která v přímku pozvolna 
přechází. To vyjadřuje fakt, že se v bakteriální buňce musí nahromadit více zásahů než jeden, 
aby zahynula. Počet zásahů (chemických událostí) nutných pro zabití dané buňky získáme 
extrapolací přímky b či c k průsečíku se svislou osou (Obr. 3). Vícezásahové křivky vznikají 
v důsledku poklesu účinnosti opravných mechanismů s časem (resp. s celkovou dávkou 
poškozujících působení). Po určité době (dávce) jsou opravné mechanismy vyřazeny a buňky 
hynou rychleji než na počátku. [7] 
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Obr. 3: Křivka přežití bakterií po působení UV-záření. a – jednozásahová křivka, b – 
desetizásahová křivka, c – stozásahová křivka, d – desetizásahová křivka pro organismus 
s nižší citlivostí než v případě b, e – vícesložková křivka pro populaci různě citlivých 
organismů. [7] 
1.5.6. Semi-logaritmické znázornění růstové křivky 
 Vzhledem k tomu, že počet organismů v populaci (N) je funkcí čísla 2, je vhodné při práci 
s bakteriální kulturou transformovat získanou rovnici křivky v rovnici přímky. Při vynesení 
logaritmu počtu buněk v závislosti na čase získáme exponenciální fázi a fázi odumírání jako 
přímky (Obr. 4). Tak můžeme snadno určit, zda experimentální body leží na přímce a tudíž 
i na původní křivce a tedy zda kultura roste exponenciálně. Přímo z grafu lze odečítat počet 
generací za jednotku času (každá jednotka na ose log2 je rovna jedné generaci). A dále 
můžeme snadno graficky odečíst dva parametry křivky – směrnici k a úsečku na svislé ose q. 
Z nich lze zpětnou transformací získat parametry původní křivky. [2, 7, 13, 40] 
 Rovnici exponenciální fáze růstu (5) transformujeme v rovnici přímky logaritmováním: 
 0log)2log(log NtcN +=  (27) 
 
 Jedná se o rovnici přímky typu y = kx + q. Pokud vynášíme N jako funkci t, dostáváme 
exponenciálu, ale vynášíme-li logN jako funkci t, dostaneme přímku (Obr. 5). Toto vynesení 
se nazývá semilogaritmické. Úsečka na svislé ose je logN0. Směrnice přímky je rovna clog2. 
[7, 36] 
 
t
NN
tt
NN
c 0
12
12 loglogloglog2log −=
−
−
=
  (28) 
  
 Při použití logaritmů o základu 2 má rovnice růstové křivky transformované v přímku tvar: 
 022 loglog NctN +=  (29) 
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a směrnice této přímky je rychlost množení c: [7, 35, 36] 
 
t
NN
c 022
loglog −
=
 (30) 
 
Obr. 4: Semi-logaritmické znázornění bakteriální růstové křivky [40] 
 
Na Obr. 5 je znázorněno, že při vynesení počtu buněk v závislosti na počtu generací není 
možné v raných stádiích růstu z grafu jasně určit změny v populaci. Prvních deset generací 
splývá s osou. Tento problém lze vyřešit vynesením log10 počtu buněk (přerušovaná čára), 
kdy vznikne přímka. [3, 13] 
  
Obr. 5: Růstová křivka exponenciálně rostoucí populace; logaritmické znázornění 
(přerušovaná čára), aritmetické znázornění (plná čára). [3] 
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1.5.7. Specifická růstová rychlost 
 Parametrem kvantitativně charakterizujícím exponenciální fázi je rychlost množení c, resp. 
specifická rychlost růstu µ . Ta je definována jako množství biomasy vytvořené jednotkou 
biomasy za jednotku času. Lze ji také charakterizovat jako fiktivní zlomek buňky vytvořený 
jednou buňkou za jednotku času. Mezi oběma veličinami existuje vztah: [1, 7, 11, 37] 
 2lnc=µ  (17) 
 
Růst buněk binárním dělením můžeme vyjádřit vztahem: 
 
x
dt
dx µ=
,  (18) 
 
kde x je koncentrace buněk. [10, 34, 41, 42] 
 Při daném složení média, dané teplotě a daném druhu bakterie je specifická růstová rychlost 
µ  funkcí koncentrace živiny v relativně nejnižším množství. Vztah mezi specifickou růstovou 
rychlostí µ  a koncentrací substrátu s je dán Monodovou rovnicí: 
 
sK
s
s +
= maxµµ ,  (31) 
 
kde µmax je maximální specifická růstová rychlost (h-1), s je koncentrace substrátu (g.l-1), Ks je 
saturační konstanta (g.l-1). [7, 8, 41, 42, 43] 
 Funkce (31) má dva parametry. První, µmax, je asymptotou křivky, limitou funkce 
pro s → ∞. Fyziologicky je to specifická růstová rychlost pro nekonečně velkou koncentraci 
živiny; prakticky pro konečnou dostatečně velkou koncentraci živiny. Ve většině kultivací 
platí, že s » Ks, čili že hodnota zlomku v rovnici (31) se prakticky rovná nule a tzn., že 
hodnota µ  se prakticky rovná hodnotě µmax. [7] 
 Druhým parametrem je saturační konstanta Ks. Představuje afinitu mikroorganismu 
k danému substrátu a je to koncentrace živiny s, při které je µ  = µmax /2 (Obr. 6). [34, 40, 43, 
44] 
 
 
Obr. 6: Vztah mezi specifickou růstovou rychlostí µ a koncentrací substrátu s. [44] 
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sK
s
s +
= max
max
2
µµ
 (32) 
 
odtud  
 
sK s =
 (33) 
 
µmax a Ks jsou ovlivněny teplotou, typem uhlíkového zdroje a dalšími faktory. [44] 
 
 Při jednorázové kultivaci je koncentrace s všech živin podstatně větší než Ks, a proto je 
prakticky po celou dobu exponenciálního růstu µ = µmax, kultura roste nelimitovaným 
exponenciálním vyváženým růstem. Maximální specifická růstová rychlost je při daném 
druhu bakterie a konstantní teplotě funkcí složení média. Je tím větší, čím je médium bohatší 
na hotové stavební kameny buňky jako aminokyseliny, nukleové báze, vitamíny a další složité 
biomakromolekuly. Pokud musí být tyto biomolekuly syntetizovány z anorganických solí 
a organického zdroje uhlíku, µmax je nižší. [7] 
 Maximální specifická růstová rychlost je také tím větší, čím více se zdroj uhlíku 
molekulárně blíží sloučenině typu (CHOH)n, např. cukru. A dále má na velikost µmax vliv 
rychlost zpracování zdroje uhlíku a energie. Čím rychleji je substrát metabolizován, tím vyšší 
je µmax. Ze všech zdrojů uhlíku (až na výjimky) je nejrychleji katabolizována glukóza. [7] 
 Na tomtéž médiu (při dané teplotě) je µmax druhovou vlastností bakterie, tzn. funkcí 
genetických vlastností. Pro daný druh bakterie a totožné složení média je specifická růstová 
rychlost µmax funkcí teploty. [7] 
 Křivka na Obr. 7 je tím strmější, čím je Ks menší. Ve skutečnosti je křivka velmi strmá, 
protože skutečná Ks pro většinu živin a bakterií je řádově asi stokrát menší než běžně 
používané koncentrace živin. Hodnota µ  je při obvyklé kultivaci po téměř celou dobu 
kultivace prakticky nezávislá na změně koncentrace živiny a rovná µmax. [7] 
 
 
Obr. 7: Specifická růstová rychlost µ jako funkce koncentrace živiny s. Parametry křivky: 
µmax = 1,0; Ks = 0,2 (a); 0,02 (b); 0,002 (c) [7] 
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 V období nedostatku substrátu (za který můžeme považovat u aerobních procesů 
i rozpuštěný kyslík) dochází k postupnému snižování obsahu živých buněk. V mikrobiální 
kinetice je vhodné zavést pojem tzv. limitujícího substrátu. Je to taková složka, jejíž 
nedostatek způsobí zastavení růstu buněk. [42] 
 Obecně může být limitujícím substrátem nejenom jednosložkový, ale i dvou- 
a vícesložkový substrát. Pro případ dvousložkového limitujícího substrátu je možno rovnici 
růstové rychlosti psát ve tvaru: [34, 41, 42, 43] 
 
22S
2
11S
1
max
sK
s
sK
s
++
⋅= µµ
 (34) 
 
 Limitace vícesložkovým substrátem je častá ve vsádkových fermentorech, kdy ke konci 
fermentace obsahu substrátu a živin rychle ubývá. Za zvláštní případ limitace dvousložkovým 
substrátem můžeme počítat současnou limitaci uhlíkovým substrátem a kyslíkem 
při aerobních kultivacích buněk. [42] 
 
 
Monodovu rovnici lze zlinearizovat do následujícího tvaru: [44] 
 
maxmax
11
µµµ
+=
s
K s
 (35) 
 
Obr. 8 ukazuje lineární závislost 1/µ  v závislosti na 1/S. Toto znázornění umožňuje výpočet 
Ks a µmax. [44] 
 
 
Obr. 8: Vztah mezi specifickou růstovou rychlostí µ a koncentrací substrátu s. [44] 
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1.5.8. Výtěžnostní koeficient 
 Nejadekvátnějším modelem růstu a množení bakteriální populace je exponenciála. 
Množství vytvořené biomasy je přímo úměrné množství spotřebované živiny. Jejich poměr se 
nazývá výtěžnostní koeficient nebo též ekonomický koeficient. Může být také definován jako 
koeficient energetického výtěžku, který se získá srovnáním množství vyrobeného ATP 
s teoreticky možným. [7, 41, 42, 43] 
 
sYx sx /= ,  (36) 
 
kde x je koncentrace vytvořené biomasy (např. v g.l-1), s koncentrace spotřebované živiny 
(např. v mol/l) a Yx/s je výtěžnostní koeficient pro biomasu ze substrátu. [7, 8, 42, 44] 
 
s
x
s
xY sx d
d
/
−
==  (např. g/mol) (37) 
 
 Vztah přímé úměrnosti mezi x a s neplatí pouze pro počáteční koncentraci živiny 
a množství z ní vytvořené biomasy, ale platí v celém průběhu růstové křivky. Rovnici (36) 
můžeme přepsat do tvaru: [7, 40, 41, 44] 
 
dt
dsY
dt
dx −
=
 (38) 
 
 Výtěžnostní koeficient je ovlivněn několika faktory – typem mikroorganismu, růstovým 
médiem, koncentrací substrátu, konečným akceptorem elektronů, pH a inkubační teplotou. 
[44] 
 
1.5.9. Specifická metabolická rychlost 
 Specifická metabolická rychlost q je vedle specifické růstové rychlosti µ  a výtěžnostního 
koeficientu Y dalším důležitým parametrem v mikrobiální růstové kinetice. Vztah mezi těmito 
parametry je definován: [7, 8, 43, 44] 
 Yq=µ  (39) 
 
Z rovnice (38) lze vyjádřit rychlost spotřeby živiny pomocí růstové rychlosti  
dx/dt = µx: [7, 8] 
 
x
Y
x
Ydt
ds µµ ==− 1
 (40) 
 
Po dosazení q z rovnice (39) získáme: 
 
qx
dt
ds
=
−
 (41) 
 
a tedy 
 
xdt
dsq 1⋅−=
, (42) 
 
  29  
kde konstanta úměrnosti q je specifická rychlost spotřeby živiny a udává množství 
spotřebované živiny jednotkou biomasy za jednotku času (např. v m g.l-1.den-1). [7, 41, 44] 
 Hodnota q je dána Monodovou rovnicí: [7, 41, 44] 
 
sK
sqq
s +
= max  (43) 
 
Konstantou q můžeme také charakterizovat rychlost produkce jakéhokoliv produktu. [7, 44]  
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2. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
2.1. Cíl práce 
 Cíl diplomové práce byl zaměřen na studium vlivu podmínek kultivace (pH, teplota, 
intenzita míchání a přídavek glukózy) na růst termofilních bakterií Geobacillus 
thermocatenulatus, Geobacillus thermodenitrificans, Thermus aquaticus a Thermus 
scotoductus. 
 Dále bylo cílem provést kultivace za optimálních podmínek ve fermentoru a sestrojit 
růstové křivky daných mikroorganismů. 
2.2. Mikroorganismy, chemikálie a přístroje 
2.2.1. Použité mikroorganismy 
 Ke studiu růstových charakteristik byly použity termofilní mikroorganismy rodu 
Geobacillus a Thermus. 
− Geobacillus thermocatenulatus CCM 2809 
− Geobacillus thermodenitrificans CCM 2566 
− Thermus aquaticus CCM 3486 
− Thermus scotoductus CCM 4465 
2.2.2. Chemikálie 
2.2.2.1. Kultivační média 
I. Médium pro Geobacillus sp. (pH 7,0) 
Pepton 5 g 
Hovězí extrakt 3 g 
MnSO4.H2O 0,01 g 
Destilovaná voda 1000 ml 
 
II. Médium pro Thermus sp. (pH 7,5) 
Kvasničný extrakt 4 g 
Pepton 8 g 
NaCl 2 g 
Destilovaná voda 1000 ml 
2.2.2.2. Roztoky pro změnu pH média 
− optimalizace podmínek: 0,5 mol.l-1 HCl, 0,5 mol.l-1 NaOH 
− stanovení růstových křivek: 0,5 mol.l-1 H2SO4, 0,5 mol.l-1 NaOH 
2.2.3. Přístroje 
− Fermentor BioFlo®/CelliGen™ 115, New Brunswick (Obr. 9) 
− Termostatovaná třepačka Heidolph® Promax 1020 (Obr. 10) 
− Ultrospec™ 10 Cell Density Meter (Obr. 11) 
− Centrifuga Hettich EBA 20  
− Pečící trouba Mora 524  
− Analytické váhy  
  31  
− Mraznička Bosch 
− Termostat Memmert  
− Běžné laboratorní sklo 
 
 
Obr. 9: BioFlo®/CelliGen™ 115, New Brunswick [45] 
 
 
Obr. 10: Heidolph® Promax 1020 [46] 
 
 
Obr. 11: Ultrospec™ 10 Cell Density Meter [47] 
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2.3. Metody měření 
2.3.1. Příprava kultury 
 Lyofilizovaná kultura byla kultivována v 50 ml média při 65 °C a 110 min-1 
na termostatované třepačce. Po 4 dnech bylo 100 ml média zaočkováno 10 ml inokula 
a kultivováno za stejných podmínek. Po 3 dnech byla kultura zamrazena na -20 °C 
a uchována pro další použití. 
 
2.3.2. Příprava inokula 
 Pro každou kultivaci bylo připraveno inokulum z 10 ml rozmražené kultury kultivované 
v 100 ml média při 65 °C a 110 min-1 na termostatované třepačce po dobu 2 dnů. 
 
2.3.3. Optimalizace podmínek kultivace 
 10 ml inokula bylo kultivováno v 100 ml média s předem upravenými podmínkami po dobu 
2 dnů a následně byla stanovena koncentrace biomasy. 
2.3.3.1. Vliv pH 
 Při studiu vlivu pH probíhala kultivace při 65 °C a 110 min-1 na termostatované třepačce. 
Hodnota pH média byla upravena přídavkem 0,5 mol.l-1 HCl, resp. 0,5 mol.l-1 NaOH, 
na hodnoty 5, 6, 7, 8 a 9. 
 
2.3.3.2. Vliv kultivační teploty 
 Při studiu vlivu teploty na koncentraci biomasy probíhala kultivace při 60 °C, 65 °C 
a 70 °C bez třepání (0 min-1) v termostatu.  
 
2.3.3.3. Vliv intenzity míchání 
 Vliv intenzity třepání byl studován při 0 min-1 a 110 min-1 při 65 °C při kultivaci 
v termostatu, resp. na termostatované třepačce. 
 
2.3.3.4. Vliv přídavku sacharidu 
 Při studiu vlivu přídavku sacharidu bylo do standardního média přidáno 10 g.l-1 glukózy 
a kultivace probíhala při 65 °C a 110 min-1 na termostatované třepačce. 
 
2.3.4. Stanovení koncentrace biomasy 
 Z každé kultivace bylo odebráno 2 x 10 ml. Vzorek byl centrifugován při 6000 min-1 
po dobu 10 minut. Získaný sediment se promyl vodou a byl opět centrifugován. Sediment byl 
kvantitativně převeden na odpařovací misku a sušil se při 105 °C. Misky byly následně 
zváženy na analytických vahách.  
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2.3.5. Kultivace buněk ve fermentoru 
 25 ml kultury bylo kultivováno v 200 ml média 2 dny při 65 °C a 110 min-1 
na termostatované třepačce a použito jako inokulum, kterým bylo zaočkováno 1500 ml média 
ve fermentoru. Podmínky kultivace (pH, teplota, míchání a vzdušnění) byly nastaveny dle 
výsledků optimalizace pro jednotlivé bakterie.  
 
2.3.6. Stanovení růstové křivky 
 V průběhu kultivace ve fermentoru bylo v hodinových intervalech odebíráno 10 ml vzorku. 
Pomocí přístroje Ultrospec™ 10 byla měřena optická hustota (A600) kultury. Jako blank bylo 
použito kultivační médium. Při hodnotě absorbance vyšší než 0,90 byl vzorek a blank 
naředěn. 
 Dále byla stanovena koncentrace biomasy. Vzorek byl centrifugován při 6000 min-1 
po dobu 6 minut, sediment se promyl vodou a znovu centrifugoval. Sediment byl 
kvantitativně převeden na odpařovací misku a sušil se při 105 °C.  
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3. VÝSLEDKY A DISKUZE 
3.1. Optimalizace podmínek kultivace 
 Byl studován vliv pH média, teploty, intenzity míchání a přídavku glukózy na růst 
použitých mikroorganismů s cílem najít optimální podmínky pro daný mikroorganismus 
pro kultivaci ve fermentoru. Optimální podmínky pro růst dané bakterie byly vyhodnoceny 
podle nejvyšší koncentrace biomasy. Hodnoty naměřené koncentrace biomasy pro jednotlivé 
podmínky jsou uvedeny v Tabulkách 11-14 v příloze.  
 
3.1.1. pH média 
 Hodnoty koncentrace biomasy získané při kultivaci bakterií G. thermocatenulatus, 
G. thermodenitrificans, T. aquaticus a T. scotoductus v médiu s hodnotou pH 5, 6, 7, 8 a 9 
jsou znázorněny v Grafech 1-4. 
 
 
Graf 1: Závislost koncentrace biomasy G. thermocatenulatus na rozdílném pH média 
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Graf 2: Závislost koncentrace biomasy G. thermodenitrificans na rozdílném pH média 
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
x
 
[g
.
l-1
]
5 6 7 8 9
pH
G. thermodenitrificans
 CCM 2566
 
 
 
Graf 3: Závislost koncentrace biomasy T. aquaticus na rozdílném pH média 
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Graf 4: Závislost koncentrace biomasy T. scotoductus na rozdílném pH média 
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 Z Grafů 1-4 je patrné, že G. thermocatenulatus a T. aquaticus rostli nejlépe při pH 6, 
zatímco u G. thermodenitrificans a T. scotoductus bylo největší koncentrace biomasy 
dosaženo při pH 7. Zjištěné optimum pH pro G. thermodenitrificans, G. thermocatenulatus 
a Thermus scotoductus se shoduje s optimální hodnotou pH pro dané druhy bakterií. [24, 25, 
26, 27, 28, 29] Pouze u T. aquaticus došlo k největšímu nárůstu při nižší hodnotě pH, než 
která je uváděna jako optimální. [23] Nicméně dosažená koncentrace biomasy při tomto pH 
byla výrazně vyšší, než při uváděném optimu (7,5-7,8; [23]), takže tato hodnota pH byla 
použita pro kultivaci ve fermentoru. 
3.1.2. Teplota 
 Hodnoty koncentrace biomasy získané při kultivaci bakterií G. thermocatenulatus, 
G. thermodenitrificans, T. aquaticus a T. scotoductus při teplotě 60, 65 a 70 °C jsou 
znázorněny v Grafech 5-8. 
 
 Z Grafů 5-8 je vidět, že bakterie rodu Geobacillus rostly lépe při nižší teplotě než zástupci 
rodu Thermus. Konkrétně G. thermocatenulatus a G. thermodenitrificans rostli nejvíce 
při teplotě 60 °C, T. scotoductus při teplotě 65 °C. Uvedené hodnoty jsou ve  shodě 
s optimem pro tyto bakterie. [24, 25, 26, 27, 28, 29, 48]  
 Zjištěné optimum pro Thermus aquaticus, tzn. 65 °C, je nižší než uváděná optimální teplota 
(70 °C, [22, 23]), nicméně řada autorů kultivuje tuto bakterii při teplotě 65 °C. [48, 49, 50] 
Kultivace byla prováděna bez míchání, což mohlo negativně ovlivnit velikost výtěžku tím, že 
při nejvyšší zkoumané teplotě (70 °C) nebyl dostatečný přestup kyslíku z okolního prostředí 
do média, a tím pádem k buňkám, z důvodu jeho nižší rozpustnosti při vyšší teplotě. A jelikož 
se jedná o obligátního aeroba, bylo u T. aquaticus za těchto podmínek dosaženo vyšší 
koncentrace biomasy při nižší teplotě. 
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Graf 5: Závislost koncentrace biomasy G. thermocatenulatus na kultivační teplotě 
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Graf 6: Závislost koncentrace biomasy G. thermodenitrificans na kultivační teplotě 
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Graf 7: Závislost koncentrace biomasy T. aquaticus na kultivační teplotě 
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Graf 8: Závislost koncentrace biomasy T. scotoductus na kultivační teplotě 
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3.1.3. Intenzita míchání 
 Hodnoty koncentrace biomasy získané při kultivaci bakterií G. thermocatenulatus, 
G. thermodenitrificans, T. aquaticus a T. scotoductus bez míchání a s mícháním 110 min-1, 
jsou znázorněny v Grafu 9. 
 
 
Graf 9: Závislost koncentrace biomasy na intenzitě míchání 
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 Z Grafu 9 je patrné, že většině studovaných bakterií více vyhovovala kultivace na třepačce 
za míchání 110 min-1. Pouze u G. thermodenitrificans bylo dosaženo vyšší koncentrace 
biomasy za nulového míchání v termostatu. Jelikož se jedná o fakultativního anaeroba, mohl 
tím být při kultivaci bez míchání zvýhodněn oproti ostatním bakteriím. Při kultivaci 
bez míchání dochází k přestupu kyslíku do média pouze kontaktem hladiny média s okolním 
vzduchem. Za takových podmínek mohla být koncentrace rozpuštěného kyslíku limitujícím 
faktorem pro růst Geobacillus thermocatenulatus, Thermus aquaticus a Thermus scotoductus 
a u Geobacillus thermodenitrificans tak bylo dosaženo nejvyššího výtěžku biomasy za těchto 
podmínek. [23, 24, 25, 26, 30, 51] 
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3.1.4. Přídavek glukózy 
 Hodnoty koncentrace biomasy získané při kultivaci bakterií G. thermocatenulatus, 
G. thermodenitrificans, T. aquaticus a T. scotoductus v médiu s přídavkem 10 g.l-1 glukózy, 
resp. bez přídavku, jsou znázorněny v Grafu 10. 
 
Graf 10: Závislost koncentrace biomasy na přídavku glukózy do média 
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 Z výsledků znázorněných v Grafu 10 je vidět, že po přídavku glukózy do kultivačního 
média nedošlo k vyššímu nárůstu biomasy. Naopak výtěžky byly u všech studovaných 
mikroorganismů nižší než při kultivaci bez přídavku glukózy. Zástupci rodu Thermus rostou 
lépe a rychleji v komplexních médiích obsahujících pepton nebo trypton a kvasničný extrakt, 
než při použití jednoduchých sacharidů jako zdroje uhlíku. Oba zástupci rodu Geobacillus 
mohou využívat glukózu jako zdroj energie, ale zvolená koncentrace byla zřejmě příliš 
vysoká, a proto mohlo během kultivace dojít k nepatrné inhibici substrátem. Běžně uváděná 
koncentrace glukózy pro kultivaci bakterií rodu Geobacillus  je do 5 g.l-1. [23, 24, 25, 26, 28]  
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3.2. Růstové křivky 
 Byl studován růst jednotlivých mikroorganismů za optimálních podmínek ve fermentoru. 
Růst byl sledován jako závislost hodnoty absorbance měřené při 600 nm (A600) a koncentrace 
biomasy na čase. Z naměřených hodnot byly sestrojeny růstové křivky. 
3.2.1. Geobacillus thermocatenulatus CCM 2809 
 Optimální podmínky pro růst G. thermocatenulatus získané optimalizací, které byly použity 
pro kultivaci ve fermentoru, jsou shrnuty v Tabulce 2. 
 
Tabulka 2: Optimální podmínky pro růst G. thermocatenulatus 
Teplota [°C] pH Míchání [min-1] G. thermocatenulatus CCM 2809 60 6 150 
 
 Hodnoty absorbance (A600) a koncentrace sušiny naměřené během kultivace ve fermentoru 
za optimálních podmínek pro růst jsou uvedeny v Tabulce 3. V 8. hodině růstu bylo nutné 
vzorky ředit, neboť hodnoty absorbance přesahovaly hodnotu 0,9. Hodnota absorbance 
ředěných vzorků byla do grafu vynesena přímo. Absorbance neředěných vzorků byla 
vynesena jako třetina naměřené hodnoty z důvodu trojnásobného ředění vzorků odebíraných 
po 8. hodině růstu. Růstová křivka je zobrazena v Grafech 11 a 12. Srovnání obou křivek je 
znázorněno v Grafu 13. 
 
Tabulka 3: Závislost absorbance A600 a koncentrace sušiny G. thermocatenulatus na čase 
Čas [h] A600 Sušina [g.l-1] Ředění Čas [h] A600 Sušina [g.l-1] Ředění 
0 0,10 0,090 22 0,47 0,560 3x 
1 0,11 0,130 23 0,50 0,540 3x 
2 0,12 0,110 24 0,51 0,550 3x 
3 0,13 0,170 25 0,53 0,610 3x 
4 0,14 0,160 26 0,49 0,590 3x 
5 0,17 0,160 27 0,51 0,630 3x 
6 0,25 0,180 28 0,52 0,640 3x 
7 0,29 0,300 
0 
29 0,52 0,610 3x 
8 0,26 0,320 3x 30 0,51 0,590 3x 
9 0,24 0,340 3x 31 0,50 0,620 3x 
10 0,27 0,370 3x 32 0,50 0,600 3x 
11 0,29 0,380 3x 33 0,51 0,610 3x 
12 0,31 0,390 3x 34 0,51 0,620 3x 
21 0,49 0,520 3x 
 
35 0,51 0,630 3x 
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Graf 11: Růstová křivka G. thermocatenulatus (závislost absorbance na čase při 600 nm) 
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Graf 12: Růstová křivka G. thermocatenulatus (závislost koncentrace sušiny na čase) 
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Graf 13: Srovnání závislostí absorbance a koncentrace sušiny na čase 
G. thermocatenulatus  CCM 2809
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 Růstová křivka G. thermocatenulatus má sigmoidní tvar a jsou patrné jednotlivé fáze růstu. 
Lag-fáze probíhala do 2. hodiny růstu. Mezi 4. a 8. hodinou nastala první exponenciální fáze 
růstu. K dalšímu nárůstu došlo mezi 9. a 25. hodinou. Tato druhá exponenciální fáze může být 
způsobena využíváním jiného substrátu pro růst. Po 25. hodině se kultura dostala 
do stacionární fáze, kdy byla naměřena maximální hodnota absorbance 0,52 
(při trojnásobném ředění vzorku) a koncentrace sušiny 0,640 g.l-1. 
 Z naměřených hodnot koncentrace sušiny během 1. a 2. exponenciální fáze byla vypočtena 
měrná růstová rychlost 0,259 h-1, resp. 0,0327 h-1 pro 2. exponenciální fázi. Z maximální 
hodnoty koncentrace sušiny, dosažené v 28. hodině, byla vypočtena produktivita biomasy 
0,0228 g.l-1.h-1. 
 Ze srovnání obou křivek (Graf 13) je patrné, že hodnoty absorbance a koncentrace sušiny 
spolu korespondují na začátku růstu a ve fázi stacionární. Z hodnot absorbance je lépe 
zřetelný průběh první exponenciální fáze. Vyšší hodnoty absorbance ve srovnání 
s koncentrací biomasy v období 5. až 7. hodiny jsou patrně způsobeny rychlým množením 
buněk, které nedosahovaly hmotnosti buněk na začátku kultivace. Jejich počet se tedy 
zvyšoval (vyšší hodnota absorbance), ale hmotnost byla nižší (nižší koncentrace; pozn. byla 
určena výpočtem ze suché hmotnosti). Mezi 7. a 8. hodinou, kdy pravděpodobně došlo 
k využívání jiného substrátu, se rychlost množení snížila, ale buňky dorůstaly větší velikosti. 
A proto jsou hodnoty koncentrace biomasy v období druhé exponenciální fáze vyšší než 
hodnoty absorbance.  
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3.2.2. Geobacillus thermodenitrificans CCM 2566 
 Optimální podmínky pro růst G. thermodenitrificans získané optimalizací, které byly 
použity pro kultivaci ve fermentoru, jsou shrnuty v Tabulce 4. 
 Hodnoty absorbance (A600) a koncentrace sušiny naměřené během kultivace ve fermentoru 
za optimálních podmínek pro růst jsou uvedeny v Tabulce 5. Růstová křivka je zobrazena 
v Grafech 14 a 15. Vzájemné porovnání závislosti hodnot absorbance a koncentrace sušiny 
na čase je zobrazeno v Grafu 16. 
 
Tabulka 4: Optimální podmínky pro růst G. thermodenitrificans 
Teplota [°C] pH Míchání [min-1] G. thermodenitrificans CCM 2566 60 7 100 
 
Tabulka 5: Závislost absorbance A600 a koncentrace sušiny G. thermodenitrificans na čase 
Čas [h] A600 Sušina [g.l-1] Čas [h] A600 Sušina [g.l-1] 
0 0,07 0,050 10 0,53 0,330 
1 0,06 0,070 11 0,50 0,340 
2 0,17 0,090 12 0,50 0,350 
3 0,29 0,130 21 0,48 0,360 
4 0,38 0,170 22 0,50 0,350 
5 0,42 0,260 23 0,48 0,360 
6 0,44 0,330 24 0,48 0,340 
7 0,48 0,350 25 0,49 0,350 
8 0,49 0,290 26 0,49 0,350 
9 0,52 0,300 
 
27 0,49 0,360 
 
Graf 14: Růstová křivka G. thermodenitrificans (závislost absorbance na čase při 600 nm) 
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Graf 15: Růstová křivka G. thermodenitrificans (závislost koncentrace sušiny na čase) 
G. thermodenitrificans  CCM 2566
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Graf 16: Srovnání závislostí absorbance a koncentrace sušiny na čase 
G. thermodenitrificans  CCM 2566
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 Růstová křivka G. thermodenitrificans má sigmoidní tvar a z grafů lze vysledovat 
jednotlivé fáze růstu. Lag-fáze u kultivace G. thermodenitrificans trvala do 2. hodiny růstu, 
poté nastala exponenciální fáze. Ze srovnání křivek (Graf 16) vidíme, že v době mezi 
6. a 8. hodinou růstu došlo k výkyvu hodnot koncentrace sušiny oproti hodnotám absorbance. 
Domnívám se, že substrát byl snadno a velmi rychle katabolizován a buňky tak dosahovaly 
větší hmotnosti, ale rychlost dělení nebyla úměrně vysoká. Po sedmé hodině pravděpodobně 
došlo k vyčerpání prvního substrátu a kultura se musela přizpůsobit utilizaci dalšího substrátu 
v médiu. Tím došlo k snížení celkové koncentrace biomasy. V populaci ale byla zřejmě část 
buněk, u kterých ještě probíhalo dělení a které narostly na prvním substrátu a proto nedošlo 
k snížení počtu buněk ani stagnaci, nýbrž mírnému zvýšení jejich počtu (viz hodnoty 
absorbance mezi 7. a 8. hodinou). Mezi 8. a 11. hodinou došlo k dalšímu nárůstu biomasy 
během 2. exponenciální fáze. Po 12. hodině růstu se kultura dostala do stacionární fáze. 
Buňky se množily konstantní rychlostí a koncentrace sušiny se ustálila. Maximální naměřená 
hodnota absorbance byla 0,53 (bez ředění vzorku) a koncentrace sušiny 0,360 g.l-1.  
 Z naměřených hodnot koncentrace sušiny během 1. a 2. exponenciální fáze byla vypočtena 
měrná růstová rychlost 0,320 h-1, resp. 0,0501 h-1 pro 2. exponenciální fázi. Z maximální 
hodnoty koncentrace sušiny, dosažené v 21. hodině, byla vypočtena produktivita biomasy 
0,0171 g.l-1.h-1. 
 
 
3.2.3. Thermus aquaticus CCM 3486 
 Optimální podmínky pro růst T. aquaticus získané optimalizací, které byly použity 
pro kultivaci ve fermentoru, jsou shrnuty v Tabulce 6. 
 
Tabulka 6: Optimální podmínky pro růst T. aquaticus 
Teplota [°C] pH Míchání [min-1] T. aquaticus CCM 3486 65 6 150 
 
 Hodnoty absorbance (A600) a koncentrace sušiny naměřené během kultivace ve fermentoru 
za optimálních podmínek pro růst jsou uvedeny v Tabulce 7. V 7. hodině růstu bylo nutné 
vzorky ředit, neboť hodnoty absorbance přesahovaly hodnotu 0,9. Hodnota absorbance 
ředěných vzorků byla do grafu vynesena přímo. Absorbance neředěných vzorků byla 
vynesena jako třetina naměřené hodnoty z důvodu trojnásobného ředění vzorků odebíraných 
po 7. hodině růstu. Růstová křivka je zobrazena v Grafech 17 a 18. Srovnání obou křivek je 
znázorněno v Grafu 19. 
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Tabulka 7: Závislost absorbance A600 a koncentrace sušiny T. aquaticus na čase 
Čas [h] A600 Sušina [g.l-1] Ředění Čas [h] A600 Sušina [g.l-1] Ředění 
0 0,07 0,080 21 0,52 0,600 3x 
1 0,09 0,100 22 0,52 0,620 3x 
2 0,11 0,140 23 0,52 0,610 3x 
3 0,13 0,150 24 0,53 0,640 3x 
4 0,15 0,210 25 0,56 0,630 3x 
5 0,23 0,350 26 0,56 0,640 3x 
6 0,26 0,360 
0 
27 0,55 0,640 3x 
7 0,35 0,430 3x 28 0,56 0,630 3x 
8 0,41 0,450 3x     
9 0,44 0,480 3x     
10 0,47 0,530 3x     
11 0,48 0,570 3x     
12 0,49 0,580 3x 
 
    
 
 
 
Graf 17: Růstová křivka T. aquaticus (závislost absorbance na čase při 600 nm) 
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Graf 18: Růstová křivka T. aquaticus (závislost koncentrace sušiny na čase) 
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Graf 19: Srovnání závislostí absorbance a koncentrace sušiny na čase 
T. aquaticus  CCM 3486
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 Růstová křivka T. aquaticus má sigmoidní tvar a jsou z ní patrné všechny fáze růstu. Lag-
fáze trvala do 2. hodiny růstu. Exponenciální fáze růstu nastala mezi 3. a 4. hodinou růstu 
a po 12. hodině nastala fáze stacionární. Během ní byla naměřena maximální hodnota 
absorbance 0,56 (při trojnásobném ředění vzorku) a maximální koncentrace sušiny 0,640 g.l-1. 
  49  
 Z naměřených hodnot koncentrace sušiny během exponenciální fáze byla vypočtena měrná 
růstová rychlost 0,228 h-1. Z maximální hodnoty koncentrace sušiny, dosažené v 24. hodině, 
byla vypočtena produktivita biomasy 0,0266 g.l-1.h-1. 
 Ze srovnání obou křivek (Graf 19) je patrné, že hodnoty absorbance a koncentrace sušiny 
spolu korespondují, tudíž že během kultivace buňky dosahovaly konstantní velikosti a úměrně 
rychle k růstu se rozmnožovaly. Během kultivace nedošlo k výkyvu hodnot ani v případě 
absorbance ani koncentrace sušiny. Odchylka hodnoty koncentrace sušiny v 5. hodině růstu je 
zřejmě způsobena pouze nepřesným stanovením. 
 Kultivace T. aquaticus jako jediná proběhla bez diauxie. Kultura využívala po celou dobu 
pouze jeden substrát z média a průběh kultivace lze, s ohledem na ostatní stanovené růstové 
křivky, označit jako „klidnější“, bez velkých výkyvů v hodnotách, potažmo růst buněk 
i množení jako vyrovnanější než v případě ostatních bakterií. Fakt, že kultura využívala pouze 
jeden substrát, neměl vliv na celkový výtěžek biomasy. Hodnota produktivity biomasy se 
výrazně neliší od hodnoty zjištěné pro T. scotoductus (viz srovnání kapitola 3.2.5). 
3.2.4. Thermus scotoductus CCM 4465 
 Optimální podmínky pro růst T. scotoductus získané optimalizací, které byly použity 
pro kultivaci ve fermentoru, jsou shrnuty v Tabulce 8. 
 
Tabulka 8: Optimální podmínky pro růst T. scotoductus 
Teplota [°C] pH Míchání [min-1] T. scotoductus CCM 4465 65 7 150 
 
 Hodnoty absorbance (A600) a koncentrace sušiny naměřené během kultivace ve fermentoru 
za optimálních podmínek pro růst jsou uvedeny v Tabulce 9. V 5. hodině růstu bylo nutné 
vzorky ředit, neboť hodnoty absorbance přesahovaly hodnotu 0,9. Hodnota absorbance 
ředěných vzorků byla do grafu vynesena přímo. Absorbance neředěných vzorků byla 
vynesena jako třetina naměřené hodnoty z důvodu trojnásobného ředění vzorků odebíraných 
po 5. hodině růstu. Růstová křivka je zobrazena v Grafech 20 a 21. Srovnání obou křivek je 
znázorněno v Grafu 22. 
 
Tabulka 9: Závislost absorbance A600 a koncentrace sušiny T. scotoductus na čase 
Čas [h] A600 Sušina [g.l-1] Ředění Čas [h] A600 Sušina [g.l-1] Ředění 
0 0,09 0,080 21 0,62 0,560 3x 
1 0,11 0,110 22 0,64 0,590 3x 
2 0,13 0,220 23 0,66 0,690 3x 
3 0,22 0,230 24 0,68 0,680 3x 
4 0,27 0,290 
0 
25 0,72 0,760 3x 
5 0,32 0,320 3x 26 0,70 0,750 3x 
6 0,42 0,450 3x 27 0,71 0,760 3x 
7 0,47 0,480 3x 28 0,72 0,770 3x 
8 0,53 0,520 3x 29 0,72 0,760 3x 
9 0,57 0,500 3x 30 0,71 0,760 3x 
10 0,59 0,510 3x 31 0,72 0,750 3x 
11 0,61 0,530 3x 32 0,71 0,760 3x 
12 0,64 0,510 3x 
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Graf 20: Růstová křivka T. scotoductus (závislost absorbance na čase při 600 nm) 
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Graf 21: Růstová křivka T. scotoductus (závislost koncentrace sušiny na čase) 
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Graf 22: Srovnání závislostí absorbance a koncentrace sušiny na čase 
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 Růstová křivka T. scotoductus (Graf 21) vykazuje typický diauxický průběh. Lag-fáze opět 
trvala jen krátkou dobu. Kultura se dostala do první exponenciální fáze růstu v 3. hodině 
kultivace. Po 8 hodinách růstu došlo k vyčerpání prvního substrátu a poměrně dlouhé stagnaci 
koncentrace biomasy, která trvala několik hodin. Ze srovnání závislostí absorbance 
a koncentrace sušiny na čase v Grafu 22 je patrné, že mezi 8. a 12. hodinou kultivace nadále 
vzrůstala hodnota absorbance. Patrně nadále docházelo k dělení buněk části populace, která 
ještě narostla na prvním substrátu, čímž se jejich počet zvyšoval a stoupala i hodnota 
absorbance, ale nově vzniklé buňky již nedorůstaly do velikosti buněk na počátku kultivace 
a proto se celková koncentrace biomasy (vypočtená ze suché hmotnosti vzorku) nezvyšovala. 
K lepšímu popisu přechodu kultury do druhé exponenciální fáze by bylo zapotřebí určit 
hodnoty absorbance a koncentrace biomasy v období 12. až 21. hodiny, což ovšem nebylo 
z časových důvodů možné. 
 Mezi 21. a 25. hodinou probíhala druhá exponenciální fáze. Po 25. hodině nastala 
stacionární fáze, kdy byla naměřena maximální hodnota absorbance 0,72 (při trojnásobném 
ředění vzorku) a koncentrace sušiny 0,770 g.l-1. 
 Z naměřených hodnot koncentrace sušiny během 1. a 2. exponenciální fáze byla vypočtena 
měrná růstová rychlost 0,234 h-1, resp. 0,036 h-1 pro 2. exponenciální fázi. Z maximální 
hodnoty koncentrace sušiny, dosažené v 28. hodině, byla vypočtena produktivita biomasy 
0,0275 g.h-1. 
 
3.2.5. Srovnání měrné růstové rychlosti a produktivity biomasy 
 Měrná růstová rychlost pro jednotlivé studované bakterie byla vypočítána po vyjádření 
z rovnice (18), resp. integraci této rovnice na tvar: 
 txx µ+= 0lnln  
a vynesení závislosti lnx = f(t).  
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 Z růstových křivek G. thermocatenulatus, G. thermodenitrificans a T. scotoductus je patrný 
diauxický průběh, měrná růstová rychlost proto byla vypočtena pro obě exponenciální fáze. 
Produktivita biomasy byla stanovena z maximální hodnoty koncentrace dosažené 
ve stacionární fázi a času, kdy jí bylo dosaženo. Hodnoty měrných růstových rychlostí 
a produktivity jsou uvedeny v Tabulce  10 a znázorněny v Grafech 23-25. 
 
Tabulka 10: Hodnoty měrné růstové rychlosti a produktivity 
Mikroorganismus µ1 [h-1] µ2 [h-1] Produktivita [g.l-1.h-1] 
G. thermocatenulatus CCM 2809 0,2590 0,0327 0,0228 
G. thermodenitrificans CCM 2566 0,3201 0,0501 0,0171 
T. aquaticus CCM 3486 0,2281 - 0,0266 
T. scotoductus CCM 4465 0,2345 0,0360 0,0275 
 
Graf 23: Srovnání měrných růstových rychlostí první exponenciální fáze 
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Graf 24: Srovnání měrných růstových rychlostí druhé exponenciální fáze 
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Graf 25: Srovnání produktivity biomasy 
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 Z Grafu 23 je patrné, že oba zástupci rodu Geobacillus se během první exponenciální fáze 
množili rychleji než zástupci rodu Thermus. Nejnižší měrná růstová rychlost byla zjištěna 
u T. aquaticus, kdy během kultivace nastala pouze jedna exponenciální fáze. Nejvyšší měrná 
růstová rychlost během první i druhé exponenciální fáze byla zjištěna u Geobacillus 
thermodenitrificans. Její hodnoty byly výrazně vyšší než u ostatních bakterií.  
 Ovšem pokud vezmeme v úvahu také zjištěnou produktivitu biomasy, zjistíme, že 
G. thermodenitrificans se sice množil rychle, ale výtěžek byl nízký. S ohledem na růstové 
křivky a jejich srovnání (Grafy 14-16) lze soudit, že této bakterii vyhovovaly počáteční 
podmínky kultivace, kdy rychle došlo k vysokému nárůstu biomasy, ale po vyčerpání prvního 
substrátu již podmínky nebyly ideální a během utilizace dalšího substrátu již nedošlo 
k výraznějšímu nárůstu a také doba kultivace do dosažení stacionární fáze byla oproti 
ostatním zástupcům o několik hodin kratší. 
 G. thermocatenulatus a T. scotoductus se množili pomaleji než G. thermodenitrificans, ale 
po vyčerpání prvního substrátu pro růst se dokázali dobře adaptovat na dané podmínky 
a využít i druhý substrát a dále růst a produktivita u nich byla vyšší. 
 Ze srovnání měrné růstové rychlosti a produktivity zástupců rodu Thermus, kdy 
u T. scotoductus se během kultivace projevila diauxie, zatímco u T. aquaticus nikoli, je 
patrné, že složení média nemělo příliš vliv na jejich růst, protože hodnoty jak měrné růstové 
rychlosti (v případě T. scotoductus první exponenciální fáze), tak produktivity obou zástupců 
jsou téměř shodné. 
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ZÁVĚR 
 Diplomová práce byla zaměřena na studium vlivu kultivačních podmínek na růst 
termofilních bakterií rodu Geobacillus a Thermus. Dále bylo cílem provést kultivace daných 
mikroorganismů za optimálních podmínek a sestrojit růstové křivky. 
 Hodnota pH média měla značný vliv na nárůst biomasy. Žádný ze studovaných zástupců 
nevyžadoval extrémně nízké či naopak vysoké pH. Optimální zjištěná hodnota byla 7, resp. 6, 
nicméně růst byl zaznamenán u všech zkoumaných hodnot pH. 
 Dalším studovaným faktorem byla kultivační teplota. Zatímco bakterie rodu Geobacillus 
měly optimum 60 °C, největšího nárůstu biomasy u zástupců rodu Thermus bylo dosaženo 
při teplotě 65 °C. Teplota 70 °C byla již příliš vysoká a při kultivaci za této teploty bylo 
dosaženo nejnižších výtěžků, s výjimkou G. thermocatenulatus, u něhož byl nejmenší růst 
při 65 °C. 
 Intenzita míchání měla na nárůst biomasy také značný vliv. U obou zástupců rodu Thermus 
a u G. thermocatenulatus se projevil pozitivní vliv míchání na nárůst biomasy. Při kultivaci 
bez míchání se projevila limitace růstu kyslíkem, který mohl do média přestupovat pouze 
kontaktem vzduchu s hladinou a jehož rozpustnost v médiu byla navíc snížena kultivační 
teplotou 65 °C. Za těchto podmínek se nejlépe dařilo G. thermodenitrificans, který vzhledem 
k fakultativně anaerobnímu metabolismu nebyl limitován nedostatkem kyslíku a mohlo tak 
u něho být dosaženo vyšší koncentrace biomasy, než v případě ostatních bakterií. 
 Média pro kultivaci bakterií rodu Thermus a Geobacillus doporučená Českou sbírkou 
mikroorganismů neobsahují žádné sacharidy, proto byl dále zkoumán vliv přídavku glukózy 
do kultivačního média. Předpoklad, že by mohlo dojít k vyššímu nárůstu po přidání glukózy 
do média, se u žádného zástupce nepotvrdil,  ačkoli bakterie rodu Geobacillus běžně 
využívají jednoduchých sacharidů jako zdroje uhlíku [28]. Naopak výtěžky u všech zástupců 
byly nižší než při kultivaci v médiu bez přídavku sacharidu. 
 Po zjištění optimálních podmínek pro růst jednotlivých bakterií byly provedeny kultivace 
ve fermentoru a z hodnot absorbance při 600 nm a koncentrace sušiny byly sestrojeny růstové 
křivky. Během kultivace G. thermocatenulatus, G. thermodenitrificans a T. scotoductus se 
projevila diauxie. K vyčerpání prvního substrátu z média došlo u všech zástupců do 8. hodiny, 
u bakterií rodu Geobacillus dále došlo během dvou hodin k adaptaci na nové podmínky 
a utilizaci dalšího substrátu pro růst. U T. scotoductus probíhala adaptace pomaleji a hodnota 
koncentrace biomasy zůstala konstantní po několik hodin. Kultivace T. aquaticus proběhla 
jako jediná bez diauxie, hodnoty absorbance a koncentrace biomasy nevykazovaly žádné 
výkyvy.  
 Z hodnot koncentrace biomasy během exponenciální fáze růstu byla určena měrná růstová 
rychlost pro jednotlivé bakterie. Z hodnoty maximální koncentrace biomasy ve stacionární 
fázi byla určena produktivita. Ze srovnání měrné růstové rychlosti T. aquaticus a měrné 
růstové rychlosti první exponenciální fáze ostatních bakterií je patrné, že zástupci rodu 
Geobacillus se množí rychleji než zástupci rodu Thermus. Geobacillus thermodenitrificans se 
množil s nejvyšší měrnou růstovou rychlostí během první i druhé exponenciální fáze. 
 U zástupců rodu Thermus bylo dosaženo vyšší produktivity biomasy než v případě bakterií 
rodu Geobacillus.  Hodnoty produktivity T. aquaticus a T. scotoductus se téměř shodovaly 
i přesto, že u druhého jmenovaného se během kultivace projevila diauxie. Geobacillus 
thermodenitrificans, u kterého byla zjištěna nejvyšší měrná růstová rychlost, vykazoval 
nejnižší produktivitu biomasy ze všech studovaných bakterií. 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
A600 absorbance při 600 nm 
c rychlost množení 
C. thermosaccharolyticum Clostridium thermosaccharolyticum 
CCM Česká sbírka mikroorganismů 
G. stearothermophilus Geobacillus stearothermophilus 
G. thermocatenulaus Geobacillus thermocatenulatus 
G. thermodenitrificans Geobacillus thermodenitrificans 
L růstový lag 
L. delbrueckii subsp. delbrueckii Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii 
L. delrueckii subsp. bulgaricus Lactobacillus delrueckii subsp. bulgaricus 
Ks saturační konstanta 
MO mikroorganismus 
µ specifická růstová rychlost 
µmax maximální specifická růstová rychlost 
µd měrná rychlost odumírání buněk 
N počet buněk 
N0 počáteční počet buněk 
n počet generací 
P. furiosus Pyrococcus furiosus 
P. woesei Pyrococcus woesei 
PCR polymerázová řetězová reakce 
q specifická metabolická rychlost 
s koncentrace substrátu 
t čas 
T doba zdvojení 
Tl čas lagu 
T. litoralis Thermococcus litoralis 
T. aquaticus Thermus aquaticus 
T. scotoductus Thermus scotoductus 
x koncentrace biomasy 
x0 počáteční koncentrace biomasy 
Yx/s výtěžnostní koeficient pro biomasu ze substrátu 
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PŘÍLOHY 
Tabulka 11: Závislost koncentrace biomasy [g.l-1] na pH 
pH  
5 6 7 8 9 
G. thermocatenulatus CCM 2809 0,680 0,815 0,700 0,700 0,655 
G. thermodenitrificans CCM 2566 0,415 0,660 0,905 0,640 0,635 
T. aquaticus CCM 3486 0,800 1,260 0,690 0,710 0,825 
T. scotoductus CCM 4465 0,795 0,790 1,075 0,635 0,530 
 
Tabulka 12: Závislost koncentrace biomasy [g.l-1] na teplotě 
Teplota  
60 °C 65 °C 70 °C 
G. thermocatenulatus CCM 2809 1,030 0,555 0,785 
G. thermodenitrificans CCM 2566 1,000 0,605 0,380 
T. aquaticus CCM 3486 0,435 0,520 0,340 
T. scotoductus CCM 4465 0,580 0,600 0,075 
 
Tabulka 13: Závislost koncentrace biomasy [g.l-1] na intenzitě míchání 
 0 min-1 110 min-1 
G. thermocatenulatus CCM 2809 0,555 0,700 
G. thermodenitrificans CCM 2566 0,605 0,450 
T. aquaticus CCM 3486 0,520 0,690 
T. scotoductus CCM 4465 0,600 1,080 
 
Tabulka 14: Vliv přídavku glukózy na koncentraci biomasy [g.l-1] 
 Bez glukózy 10 g.l-1 glukózy 
G. thermocatenulatus CCM 2809 0,700 0,640 
G. thermodenitrificans CCM 2566 0,450 0,345 
T. aquaticus CCM 3486 0,690 0,640 
T. scotoductus CCM 4465 1,075 1,065 
 
